






















Fine a,ssignment of beta-hexosaminidase A
 alphεL-subunit on 15q23-q24 by どん s訪α hybri(ii-
za,tion.
 (原位 (加 sど如) 雑種形成法によるbeta-hexosa-











 る β一Hexosaminidase A (以下HEXAと略す) の欠損を原因として発症 し, HEXAの欠損は
 HEXAα一subunitの突然変異による。 HEXAα一subuni七の遺伝子座位の決定 は, 体細胞雑種形成
 法に基づく連鎖解析やサザン・ ブロッティ ング法により行なわれて来たが, 今回私は, より精密
 な座位を決定する目的で, 現在最も有力な座位決定法である高精度∫η s翻 hybridization法を用
 いて検討 したので報告す る。
               【材料と方法墨
 遺伝子プローブはヒ ト成人肝遺伝子ライ ブラ リーか ら分離したHEXA α一subuniLのp βHα一
 5cDNA insert (1944塩基対から成り, 168塩基対の5'側非翻訳領域と186塩基対の3'側非翻訳領
 域を含む) を用いた。 高精度`π 8∫如 hybridizationは以下の様に行なった。 ヒト末梢血リ ンパ球
 を, 20%牛血清アルプミ ン・ PHA・Peniciliin G・ streptomycinを含むRPMI-1640を用いて培養
 し, 72時間後BrdUを加えて細胞周期のS期中盤に同調させてユ6時間後, 七hymidine培養液と交換
 した。 6時間後, コルセミ ドなしで収獲し, 細胞浮遊液を数滴スライ ドグラ ス上に展開後, 火焔
 迅速乾燥法により, 染色体標本を作製 した。 更にDNaseを不活化したRNase solutionで, その標
 本に前処置を加えた。 遺伝子ブロー ブcDNAを, ユH-dATP 3H-dCTP・3H-TTPで, nick trans-
 la七ionにより, 1-4×107cpm/ μg of cDNAの範囲に標識した。 色素標識後Sephadex G-50カ
 ラムに流 しDNA画分を得た後, 酢酸ナトリウム・エタノール沈降で, 」H標識cDNAを回収 (回
 収率80%) した。 70%ホルムアミ ド存在下で70℃・2分間加熱後急冷し, 染色体DNAを1本鎖
 とした。 標識ブロー ブcDNAに, DNA鎖の再融合至適温度を低下させるホルムアミド・再融合速
 度を増加 させる硫酸デキストラン・ 標識ブロー ブの非特異的結合を減少させるサケ精子DNAを
 加え, このブロー ブ混合液を70℃・5分間加熱後急冷 して1本鎖DNAとし, 染色体標本にのせ37
 ℃で1夜放置 した。 洗浄・脱水・乾燥後, 写真乳剤に浸 し, 4℃で7～10日間露出後現像した。
 得られた前中期染色体標本を通常の光学顕微鏡で直視下に飛 び去りがなく染色体 に乗るか明 らか
 に接 している銀粒子が5個獄内の分裂像を選び, 銀粒子の局在する染色体部位を記録 し集計 した。
              【結 果】
 115細胞の前中期染色体 に分布 している計 227個 の銀粒子を集計分析 した。 1前中期染色体当り
 の平均銀粒子数は2.0個であった。 15番染色体上に分布する銀粒子は35個であった。 15q23-q24
 一266一
 領域に分布する銀粒子 は27個あり, これは給銀粒子数の11,9%に も相当 し, 15番染色体に分布す
 る総銀粒子の77、1%が, この領域に局住 していた。 又, 前中期染色体全体の20,9%もが, 同領域
 に銀粒子を有していた。 全染色体について, 及び15番染色体についてのidiogramでは, 各々15番
 染色体長腕遠位部, 及び領域15q23-q24 に極めて有意の銀粒子の ピーク を認めた。
               【考 察】
 HExA α一subullitの遺伝子座位がヒ ト15番染色体長腕 に位置することを示唆する報告が幾つ
 かあ る。 体細胞雑種形成法に基づく 酵素マーカーとの連鎖解析によ り, Lalley ら・Gilbertら・
 Chemらは, その座位を15q22-qterと報告した。 同様の方法を用いたHellkuhlらの報告では, 15q
 21-qしerであり, 15番染色体異常患者の酵素活性で検討 したMagenisらは, HEXAの座位として15
 pter-15q14と15q25.1・15q26,3の2っの領域を除外 した。 従って, 従来のこれらの報告の最小重複
 領域は, 15q22-q25.1であった。 これに対し, 高精魔1z sぬ↓ hybridiza七ionを用いた私の検討では,
 HEXAα一subunitの座位は15q23-q24と, より狭い範囲に局在化させることができ, この結果で
 HEXAα一subu且まtの最小重複領域をも狭めることができた。 ヒト遺伝子地図作法には, 家系分
 析・アイソザイ ム解析又はサザン・ ブロッティ ングを用 いる体細胞雑種形成法 噌z εε砒 hybridト
 zationの3法がある。 各々長所・短所があるが, 高精度分染法を取り入れた`π 就μ hybridi-
 za七iOI1 は, 現在の所, 最も有力な遺伝子座位決定法と言える。
篁




 代表的な遺伝性神経変性疾患であるTay-Sachs病は、 GM2-ganghosideの特異的分解酵素 であ
 るβ一Hexosaminidase A (HEXA) の活性欠塩に基づく ことが1969年Okadaらにより明 らかに
 され, さらにHEXA α一subunitの欠損に基づくことが明らかにされている。 HEXA α一subuni七
 の遺伝子座位の決定は, 体細胞雑種形成法に基づく連鎖解析により行なわれて来たが, 著者はよ
 り精密な座位を決定する目的で, 現在最も有力な遺伝子座位決定法である高精度in si七u hybri-
 dizat1on法を用いてHEXA α一subuniむの座位の検索を行なった。
 遺伝子プローブはヒト成人肝遺伝子ライ ブラリーか ら分離したHEXA α一subunitのp βH一α
 5cDNA inser七を用い高精度in si七u hybridiza七ionlこより検索を行なった。 その結果, 15番染色
 体長腕遠位部, 15q23-q24の部位にHEXA α一subuni七の遺伝子座位が存在することが同定された。
 ヒト遺伝子地図法には, 家系分析, アイソザイ ム解析又はサザン・ ブロッティ ングを用いる体細
 胞雑種形成法・in situ hybridiza七ionの3法があり, 各々長 所・短所があるが高精度 分 染 法を取
 り入れたin situ hybridizationは現在最も有力な遺伝子座位決定法と考えられた。
 風上の研究成果は, 高精度in si七u hybridization法を用いて, β一hexosaminidase α一subLmit
 の遺伝子座位を決定 したものであ り, 医学博士の授与に価いする業績と判定された。
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